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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 ・ 論
Adenosine-3',5'一monophosphate(以下cAMPと 略)は 、1957年 、
Sutherlandらに よ っ て 発 見 さ れ た 。 そ の 後 、cAMPは 多 彩 な 生 理 作
用:各 種 酵 素 活 性 調 節 、 遺 伝 子 転 写 制 御 、 心 臓 血 管 拡 張 、 末 梢 血 管 拡 張 、
利 尿 作 用 、 胃 液 分 泌 、 細 胞 分 化 調 節 、 ガ ン 細 胞 生 育 阻 害 、 微 生 物 に お け る
カ タ ボ ラ イ ト レ プ リ シ ョ ン 解 除 、 粘 菌 細 胞 の 細 胞 凝 集 、 植 物 に お け る ジ ベ
リ レ ン 酸 模 倣 等 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
cAMPの 製 造 法 に は 化 学 的 方 法 と 生 物 的 方 法 が あ る 。 化 学 的 方 法 に
は 、5㌔ ア デ ニ ル 酸 か ら の 合 成 法(分 子 内 脱:水化 反 応)が あ る が 、 そ の 方
法 は ア デ ノ シ ン 、5'一ア デ ニ ル 酸 製 造 と 云 う 微 生 物 工 業 を 必 要 と す る 上 に
工 程 が 複 雑 で あ る 。 ま た 環 境 汚 染 問 題 を 引 き 起 こ す 。
生 物 的 方 法 に は 、 培 地 中 に 直 接cAMPを 蓄 積 さ せ る 発 酵 法 と 、 微 生 物
起 源 のadenylatecyclase(ACase)を使 用 し て 、ATPか ら 作 る 酵 素 法 に
大 別 で き る 。 酵 素 法 は 、 酵 素 自体 が 不 安 定 で あ り、 ま たATPは 高 価 で あ
る の で 、 安 価 なcAMP生 産 法 に は 適 し て い な い 。
発 酵 法 で 使 用 さ れ る 菌 株 は 、 現 時 点 で 、 大 腸 菌(Escherfchfacolf)B
株 、crookes株 、 ま1たは そ れ ら の 変 異 株 、 σorynebacterlu皿1幻uefaclens
ATCC14929,Microbacteriumsp.no.7(ATCC21374),Arthrobactersp.
no.11(ATCC21375),伍crobacterju皿sp.no.205(ATCC21376),石油 資 .
化 性 細 菌 愈 訪robacterroseoparaff1ηeusATCC15584,Mfcrobac亡θrfu〃
paraff加01ytfcロsKY4306に限 定 さ れ る 。
Microbacteriumsp.no.7(ATCC21374),Arthrobactersp.no.ll
(ATCC21375),〃1crobac亡er加切sp.no.205(ATCC21376)は土 壌 よ り 分
離 し た 時 点 で 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 等 を 出 発 物 質 と す る サ ル ベ ー ジ
(salvage)合成 で 、10～20μmole/mlのcAMPを 生 産 した 。 そ れ
で 、 そ れ ら の 菌 株 は 生 産 条 件 が 検 討 さ れ れ ば 、 更 に 、 生 産 力 価 が 向 上 す る
で あ ろ う と 予 想 さ れ 、 工 業 的 生 産 菌 株 と し て 有 望 視 さ れ て い た 。
本 研 究 は 伍crobacterfu加sp.no.205(ATCC21376)を使 用 し て 、 発 酵
法 でcAMPを 可 能 な か ぎ り安 価 に 、 か っ 安 定 に 生 産 す る こ と を 目 的 と
し 、 そ の 目 的 達 成 の た め に 遺 伝 的 変 異 の 導 入 とcAMP生 産 機 作 の 研 究 を
行 な っ た も の で あ る 。 ま たcAMP発 酵 液 よ り のcAMPの 簡 便 、 か っ 高
収 率 の 回 収 法 も 開 発 し た 。 生 成 機 作 で はcAMP生 合 成 系 の 調 節 、 エ ネ ル
ギ ー 生 成 活 性 、ACase、cAMPphosphodiesterase(CPDase)活性 等 に
つ い て 検 討 を 加 え 、 変 異 株 に よ るcAMP高 生 産 性 の 原 因 を 追 求 し た 。 こ
れ ら の 結 果 、cAMPの 大 量 生 産 法 が 確 立 さ れ た 。
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第2章 面crobac・亡erfu皿sp.no.205(ATCC21376)によ るcAMP生 産
第1節cAMP生 産 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ と伺 定
100個 の 土 壌 試 料 よ り5'一 ヌ ク レ オ チ ド を 生 産 す る 菌 株 を250株 分 離
し 、 そ の 中 か ら イ ノ シ ン 存 在 下.にcAMPを 生 産 す る 菌 株 を ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。 そ の 結 果 、3菌 株,no.7,no.11,no.205を 得 た 。
Bergey'sHanualofSyste皿aticBacterioユogy(ユ986年)に基 づ い
て 、 分 離 菌 株 を 同 定 し た 。 菌 株 は 全 て 新 菌 株 で 、 伍crobactθr加皿sp.
no.7,Mfcrobacterlu皿sp.no.205,』rthrobactersp.no.11と命 名 し
た6ATCCに 寄 託 さ れ 、 そ れ ぞ れ 、ATCC21374～21376の番 号 が つ け ら れ
て い る 。
第2節 班crσbactθrfu皿sp.no.205(ATCC21376)によ るcAMP生
産 の 条 件
前 記 の3菌 株 の 中 でcAMP生 産 性 が1番 高 い 、 ぬcrobacヵerlu皿sp.
no.205を 用 い て 、 大 量 生 産 法 を 確 立 す る こ と に し た 。
1)cAMP生 産 に 対 す る 核 酸 関 連 物 質 の 影 響
ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 イ ノ シ ン 、5㌧ イ ノTable1 ・Effec【ofp面neandpyrimidinebases
シ ン 酸 、 ア デ ニ ン 、 ア デ ノ シ ン 、5㌧ ア and!血eセ'dcτivadvesoncAMPpτoducdon
デ ニ ル 酸 がcAMP生 産 性 を 高 め たc。mp。undscAMp(ゆ 。le!ml)
(Table1)。但 し 、 ア デ ニ ン 、 ア デ ノ シAdヒ 伽3.4
ン、5㌧ ア デ ニ ル 酸 は全 部 脱 ア ミ ノ化 後!嶽 膿e～1●2
細胞 内 に取 リ込 まれ 、cAMPに 変 換 さH孟 金臨m。11:8
れ る こ とが 分 か っ た 。 こ れ は 、 本 菌 が アi織 誰'～ 争1
デ ニ ン ボ ス ホ リボ シル トラ ンス フ ェ ラ ー δこ鑑髭 ～}・5
ゼ を 欠 失 して い る こ と に よ る と思 わ れ る 。Gua駆。蜘 く1
Xanthine く　
な お 、5'一 ヌ ク レ オ チ ド は5㌧ ヌ ク レ オx鋤 山。s短eく1
U画C皿 く1
チ ダ ー ゼ に よ り分 解 さ れ て か ら取 り込 ま(》1。sh。 く1
noneく1
れ た 。3㌧ イ ノ シ ン酸 が 効 果 が な い の は 、
糟 が3㌧ヌクレオチダーゼをもた加 ・謡:辮 惚器 盈驚 溜 臨
こ と に よ る と推 定 さ れ た 。 。「pガmid㎞e憾c・ri的1deriva肋f・r48臨
2)ヒポ キ サ ンチ ン 、 イ ノ シ ン のcAMPへ の取 り込 み
[8-14C]ヒポ キ サ ンチ ツ 、[8-14C]イノ シ ン のcAMP〈 の 取 リ込 み
を調 べ た 。[8-14C]ヒポ キ サ ンチ ン は 、 培 養 初 期 に は 、 定 量 的 にcAMP
に取 り込 ま れ た が 、 後 期 に は 、 デ ノボ(denovo)合 成 に よ るcAMP生
産 も 加 わ る こ とが 分 か っ た(Fig。1A,Fig.1B)。[8-14c]イ ノ シ ン も
よ くcAMPに 取 り込 ま れ た(Fig.2A)。 しか し、 そ の 様 相 は 若 干 複 雑
で あ っ た 。 培 養 初 期 は 、cAMPの 比 放 射 能 値 が[8-14C]イノ シ ン の も
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の よ り小 さ か った が 、 時 間 と 共 に[8-MC]イ ノ シ ン も の に近 づ い た 。 一
方 、[8-MC]イ ノ シ ン の 比 放 射 能 値 は時 間 と共 に減 少 し、 ヒポ キ サ ン チ ン
の 生 成 量 が 増 大 す る に つ れ て 、 一 定 値 が 維 持 さ れ る よ う に な っ た(Fig.
2B)。こ れ ら は 、 培 養 初 期 に は サ ル ベ ー ジ合 成 に よ る[8-14C]cAMP生産
にデ ノ ボ 合 成 由来 のcAMP生 産 が 加 わ っ た が 、[8-MC]イノ シ ン が
[8-MC]ヒポ キ サン チ ン に 分 解 さ れ る に した が っ て 、 デ ノボ 合 成 由 来 の
cAMP生 産 が 減 少 した こ と と 、 培 地 に 添 加 され た[8-14C]イノ シ ン に は
デ ノ ボ 合 成 由 来 の 細 胞 内5㌧ イ ノ シ ン酸 の 分 解 に よ っ て 生 ず る イ ノ シ ンが
加 わ る こ と を示 した 。 また 、[8-nC]ヒ ポ キ サ ン チ ン 、[8-14C]イノ シ ン
は 直 接 に 細 胞 内 に 取 り込 ま れ る こ と が 分 か った 。 以 上 の 事 柄 か ら本 菌 に お
い て は[8-14C]ヒポ キ サ ン チ ン だ け が デ ノボ 合 成 由 来 のcAMP生 産 を
抑 制 し、[8-UC]イ ノ シ ン は そ れ を抑 制 しな い こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た ヒ
ポ キ サ ン チ ン 、 お よ び イ ノ シ ン添 加 に よ るcAMP生 産 は 、主 と し て そ れ
らの 物 質 か ら の サ ル ベ ー ジ 合 成 に よ る も の で あ る こ とが 分 か っ た 。
cAMP大 量 生 産 法 の 確 立 に 当 た り 、cAMP生 産 の 前 駆 体 と し て 、 市
場 よ り、 よ り安 価 に 、 且 つ 、 よ り大 量 に 入 手 可 能 な5㌧ イ ノ シ ン酸 を 用 い
る こ と に した 。
3)cAMP生 産 に 対 す る 糖 、 ア ミ ノ酸 、 及 び 金 属 イ オ ン の 影 響
糖 類:グ ル コ ー ス 、 フ ル ク トー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ル トー ス 、 ソ ル ビ
トー ル 、 マ ン ニ トー ル が 生 産 を 増 大 させ た 。後 述 す る の よ う に 、 本 菌 の
cAMP生 産 は 、 微 量 の 厘ゴ+に よ り阻 害 され る の で 、 著 量 のHn++イ オ
ン の 混 入 が な く 、 安 価 な 糖 類 で あ る グル コ ー ス を炭 素 源 と す る こ と に し
た 。 グ ル コ ー ス 濃 度 は 発 酵 培 養 系 で は400～500耐 、 静 止 細 胞 系 で は
100剛 が 最 適 で あ っ た 。
ア ミ ノ酸 類:発 酵 培 地 で は 、cAMP生 産 に
特 に効 果 の あ る も の は な か っ た 。 種 培 地 で は 、 含2昼
複 数 の ア ミ ノ 酸(L-Cys,L-Arg,L-Glu,L-Asp)置
む ニ
の組合せが、生育 との相関において効果があっ 皇り
た 。 しか し、 大 量 生 産 培 養 に は 、 こ れ らの ア ミ 睾1
ノ酸 類 は 高 価 で あ っ た の で 、 ポ リペ トン で 代 替 昏5
す る こ と と した 。
金 属 イ オ ン:微 量 の 胚n斡 に よ り、 厳 し
く コ ン トロ ー ル さ れ る ご とが 分 か っ た(Fig.
3)o
以 上 の 結 果 に基 づ き 、 ポ リペ トン 、 酵 母 エ キ
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生産(20～30μ 鵬oユe/岨)
可 能 な 合 成 培 地 を 、Table2
の よ う に決 定 した 。
4)培養 条 件 の検 討
前 記 合 成 培 地 を 使 用 し て 、
以 下 の 条 件 を検 討 した 。
① 発 酵 培 養 のpH:6.0～
6.7に コ ン トロ ー ル す る必
要 が あ っ た 。 培 養 中pHが
一 旦6 .0以 下 にな る と、
生 育 の 増 大 と共 に 、cAMP
生産 が 停 止 した 。 ② 最 適 培
養 温 度:
量:最 適 κd値(溶 存 酸 素
速 度 定 数)は10xIO-6
moleO2/ml/atm/minであ っ
た 。 特 に 、 培 養 初 期 は 容 存 炭
Table2.Composi丘onsofthesyn山edcmcdia(perli【er)
forcAMPproductionbyMicrobacteriumsp.no.205
FirstseedSecondseedFermentation
L-cysteinaO.4g
L-argiη1ηe・HCIO.69
L-glutamicacid(Na)5g
L-asparticacid(K)2.5g
　ゆ　
(NH4》2SO4
KH2PO4
1MPNa2・6H20
biotin
glucose
MgSO4・7H20
FeSO4・7H烈つ
ZnSO4・7H20
25～300C。 ③ 通 気MnCl294H20
CuSO4・5H20
CoSO4・5H20
Ni-acetate
29
10g
O.lmg
209
300mg
50mg
5mg
O.05mg
8:詣:
1慧g:
59
29109
10920g
-15g
O.lmgO.lmg
209809
300mg109
50mg10mg
2mg20mg
O.08mgO.04mg
:摺1
-0 .1mg
pHoftheseedmediawereadjustedto6.7with3NKOH
beforepasteurization,andpHofthefermentationmedium
wasadjustedto7.0
酸 ガ ス を 排 除 す る 条 件 設 定 が 必 要 で あ っ た 。 ④ 種 培 養 か ら 発 酵 培 養 へ の
菌 接 種:出 来 る だ け グ ル コ ー ス 消 費 能 の 良 い細 胞 で 、 且 つ 、 グ ル コ ー ス
完 全 消 費 直 前 の も の を 接 種 す る こ と が 重 要 で あ っ た 。
5)発酵 経 過
Table2の 合 成 培 地 を 用 い 、 上 記 の 条 件 下 で フ ラ ス コ 培 養 に よ る
cAMP発 酵 を 行 な っ た と き の 時 間 経 過 をFig.4に 示 す 。
第3章 菌 株 の 改 良
第1節 各 種 変 異 マ ー カ ー 付 与 に よ る 改 良 菌 株 の 育 成
ぬcrobacterju皿sp.no.205を親 株 と して 、 次 の 手 順 で 菌株 改 良 を お こ
な った 。
① イ ノ シ ン酸 高 濃 度 含 有 培 地 でcAMP生 産 が 阻 害 され な い 変 異 株
ニ トロ ソ グ ァ ニ ジ ン(NTG)処 理 で 変 異 さ せ た細 胞 を 、 寒 天 平 板 培 地 上 に
ま い て 、 出 現 す る コ ロ ニ ー を 、1回 に つ き 、100個 無 差 別 に釣 菌 して 、
100mHイ ノ シ ン酸 含 有 発 酵 培 地 でcAMP生 産 性 を テ ス トす る 方 法 を 採
った 。1回 の 変 異 でcAMP生 産 性 が 親 株 よ り優 れ て い る 株 の 中 で 、 最 高
活 性 を も つ 株 を 、 更 にNTG処 理 し て 、 前 回 の ス ク リー ニ ン グ と 同 じ方 法
で 、cAMP生 産 性 の 高 ま っ た株 を 得 た 。 こ の よ う なNTGに よ る 変 異 処
理 、 無 差 別 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を繰 り返 して 、5回 目に 、Table3に示 す
一ils一
cAMPを 生 産 した 。
40
②cAMP耐 性 変 異 株
前 記no。121-20をNTG
処 理 し、300皿HcAMP含
有寒 天 平 板 培 地 上 に ま い て
生 育 可 能 な 変 異 株 を 分 離 し 今
た.2,000コ ロ ニ_を テ ス ξ2。ね
トし て30～4Gμmole/皿lS
のcAMPを 生 産 す るno.誓
C-7を 得 た(Table3)。 δ
No.205、及 びno.121一 ゑ0は
0
10副cAMPで 生 育 阻 害
を受 け た の に 、no.C-7は
300副cA:MPに よ っ て も
no.121-20株を 得 た 。 親 株no.205は100剛5㌧ イ ノ シ ン 酸 存 在 下 で
、
殆 ど 、cAMPを 生 産 し
な い の に 、 同 変 異 株 は
8～15μmole/皿1の
7pHx
＼x_xと 一 晃
。一(篇o
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生 育 阻 害 を受 けな か っ た 。
③ プ リ ン 、 ビ リ ミ ジ ン塩
基 ア ナ ロ ー グ耐 性 株
多 剤 耐 性 株 を育 成 した 。
No.C-7を元 株 と して 、NTG
Cellsweregrownina500-mlconicalflask(withthreebuffles)
containing50mlofthemediumat30ｰCwithvigorousshaking
(300rpm).
処 理 に よ り・6一メ ル カ プ トプ リ ン(80皿9/1)、8一ア ザ グ ア ニ ン
(10田g/1)、2一チ オ シ トシ ン(20皿g/1)、6一メ チ ル プ リ ン(10皿g/1)、
6一メチ ル メ ル カ プ トプ リ ン(10皿g/1)に 耐 性 を も つ 株no .72-5を得 た 。
しか し、cAMP生 産 は 期 待 した 程 増 大 しな か っ た(Table3)。 処 が 、 こ
の株 の デ ノボ 合 成 に よ るcAMP生 産 性 は 親 株no .205もの の5～6倍
に な っ た 。
④ 高 濃 度 グ ル コ ー ス に よ っ て 、cAMP生 産 が 阻 害 さ れ な い変 異 株
No.72-5を元 株 と して 、700副 グル コ ー ス 存 在 下 で のcAMP生 産 性 が
改 良 さ れ た 変 異 株 を分 離 した 。 得 られ たno .G-58は700剛 グ ル コ ー ス
存 在 下 で45～57μ 皿01e/皿1のcAMPを 生 産 した(Table3) 。
⑤ カ タ ボ ラ イ ト リプ レ シ ョ ン耐 性 変 異 株
No.G-58をNTG処理 後 、X-ga1含有 寒 天 平 板 培 地 上 に ま い て 、 出 現 す
る コ ロ ニ ー の グル コ ー ス 存 在 下 で のX-ga1の 分 解 度 を調 べ 、 分 解 度 の 高
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い株(カ タボライ トリプ
Table3.
レ シ ョ ン 耐 性 株)を 分 離Es帆blis㎞ent。fimprovedpr。ducersofcAMp丘。mawildst聡in,
し た 。 得 ら れ た 株 職205(ATCC21376),byaseゴes。fmu田tion
no.76-85は700mMグ ル
S脈血
コ ー ス 存 在 下 で 、 ら5～70
μ皿01e/mlのcAMPを205(w量ld)
生 産 し た(Table3)。121沼
第2節cAMP細 胞7}5
G-58
外 分 泌 の グ ル コ ー ス に よ76・85
る阻 害 機 作 の 存 在
発 酵 培 養 に 於 い て 、 親
株no.205の 細 胞 外 へ の
cAMP生 産 に対 す る グ
ル コ ー ス の 至 適 濃 度 は
330磁 で 、 細 胞 内 は
cAMPproductionRelevantcharacteristics
(μnole加監)・
0.3
8
30
37
45
56
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
Ihjpin
IMpin.cAMP
IMPS,cAMPr,Anar
IMPh,cAMP「,Ana㍉Glu勢
IMpi餌,cAMP「,Ana「,G1凹m,CR
IMP"':insensitivetoinhibitiono[CAMPproductionbyanexcessof
lMP,eAMPr:resistanttoCAMP.Anar:resistanttoptuineand
p戸mi伽oa面o帥6(6・m購 面 鵬.8・azaβ凶 伽e.6,me山ylpu面c,
6・me山y㎞㎜Pbpurinへ2・面 ㏄y:06ino),Glum3i鵬e艮si商veoinhibi商on
ofcA⊃r{Pprod㏄εi◎obyg1ロco58aεh置9ぬerc◎nc◎轟躍ヨロonらCR:爬5芸ε即`め
catabolimrepression
Strainnos.205,121,C-7and72-5weregrownon400mM
glucose,andG-58and76-850n700mMglucose.100mMII
vlPwasaddedtoeachcultureasaprecursorofcAMP.
450mHで あ っ た 。 変 異 株no.76-85では細 胞 外 は450認 、細 胞 内 は
550副 で あ っ た(Fig。5)。グル コ ー ス 濃 度 に よ っ て 細 胞 内 外 のcAMP
生 産 量 が 異 な る と い う こ と は 、 グル コ ー ス がcAMP細 胞 外 分 泌 を 阻 害 し
て い る 事 を 示 唆 し た 。 即 ち 、cAMP細 胞 外 分 泌 は単 な る膜 透 過 で な く 、
一 つ の 機 作 に基 づ い て 、 行 な われ て い る と推 定 さ れ た 。 そ こで 細 胞 内 外 の
cAMP生 産 に対するグ
.ルコースの至適濃度が一
致す る変異株 を育成すれ
ば、cAMP生 産が更に
増大す るものと考 えた。
第3節cAMP細 胞
外分泌のグル コースによ
る阻害か らの解除株 の育
成
前記No.76-85をNTG
処理後、800剛 グル コー
ス含有寒天平板培地上に
まいた。出現するコロ
ニーの平板培地上での
cAMP生 産性の比較 は、
大腸菌 のACase欠損株
40
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(CYAつを 利 用 す る メ ン プ ラ ン
フ ィル タ ー 法 、 及 び 大 腸 菌
cAMP要 求 性 株 を 利 用 す る バ
イオ オ ー トグ ラ フ ィ ー 法 に よ り
ク リ ー ニ ン グ操 作 で 、100
μmole/mヱ以 上 のcAMP生 産
性 を 示 す 株no.26-20-86を得
た 。 本 株 の ミニ ジ ャ ー槽 培 養 に
よ るcAMP生 産 の 経 過 を
Fig.6に示 した 。 こ の 培 養 で
は、 グル コ ー ス を ミニ ジ ャ ー槽
に固 体 の ま ま 、 補 充 した 。 細 胞
内外 へ のcAMP生 産 に 対 す る
至 適 グ ル コ ー ス 濃 度 を 調 べ た 結
果 、 そ れ らの 濃度 は 大 体 一 致 し、
680側 で あ っ た 。
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no.26-20-86を実 用 化 菌 と し て
使 用 した 。
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第4章cAMPの 大 量 生 産
第1節 培 養 プ ロ ス か らのcAMP回 収 法
cAMPは ア ル カ リ側(pH7～9)で 、 エ タ ノ ール 水 溶 液 に よ く溶 け る
(250mg加1のcAMP溶 液1m1に 、 エ タ ノ ー ル50m1添 加 し て も 沈
殿 しな い)が 、酸 性 側(pH1～3)で は 、 殆 ど 溶 け な い こ と を見 出 し て 、
培 養 プ ロ ス よ りの 効 率 よ いcAMP回 収 法 を確 立 す る こ と が 出 来 た 。
第2節cAMP大 量 生 産 法 に よ るcAMP生 産 の 収 率
確 立 し たcAMP大 量 生 産 法 に 於 い て は 、cAMP濃 度100mH以 上 の
発 酵 プ ロ ス が 得 ら れ 、cAMP結 晶(最 終 製 品)が 約80%の 収 率 で 得 ら
れ た 。
第3節cAMP生 産 に 関 連 した そ の 他 の 事 項
1)no.205株のcAMP発 酵 液 よ りcCHP,cU鯉,deoxy-c醐P、ま た 、
フ ェ ニ レ ン ヒ ダ ン トイ ン を 、 微 生 物 界 で 初 め て 分 離 す る こ とが 出 来 た 。
2)実 用 化 に 至 らな か っ た が 、no.205株よ り デ ノ ボ 合 成 に よ る σAMP
生 産 菌 株 、 また 、no.205株はHn++,1μH以 上 で はcAMPを 全 く生 産
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しな な いが 、 そ の よ うな 条 件 下 で も 生 産 可 能 な 変 異 菌 株(Hn++細胞 内 取 込
み変 異 菌 株)も 育 成 した 。
形態であると考えられる種
培養の細胞(S)は 、遡n軸
量過剰細胞 よ り若干伸張 し
た形態であった。また、細
胞の超薄切片を電子顕微鏡
第5章cAMP生 産 機 作
第1節 細 胞 形 態 変 化 とDNA合 成 阻 害
元 株no.205、 変 異 株no.26-20-86に お け るcAMP生 産 は 微 量 の
遡n++(0.02μ助 に よ っ て 促 進 さ れ た が 、 高 濃 度 の 逼n++存 在 下 で は 阻 害
さ れ た 。No.205を 用 い て 、cAMPを 生 産 す る 細 胞(F)dn軸 量 過 剰 条
件 下 のcAMP非 生 産 細 胞(F(Hn++))の 形 態 を 比 較 し た 。
F細 胞 で は 、 伸 長 し た 形Table4 .
態 で あ る の に 、F(Mn++)細Effectof翼n什cgnc『n廿ati◎nsomheint甲ceUula「c。ntentsof
胞では、球状 に近 いもので 鵬 。1器 鷲器128琴dh距。x珈eb「
あった。本菌の正常な培養
Mn++cAMP,5'一IMP,inosine,hypoxanthine
(蝉1(㎝dげmg。f面 ・d・1h)
0.02
2.00
14薗 ★12騨 ★
幽★ 一★7513
・ゆ:1》
で 観 察 した 。F(Mn++)細胞 で は膜 構 造 が 密 で あ っ た が 、F細 胞 で は 粗 で あ
った 。 こ の こ とか ら、Fα バ+)細 胞 で はcAMPの 膜 透 過 性 が 悪 い た め
に 、cAMPが 細 胞 内 に蓄 積 す る が 、 細 胞 外 に は 分 泌 しな く な っ た と考 え
られ た 。 そ こで 、F細 胞 とFαn++)細 胞 の細 胞 内cAMP濃 度 を 測 定 し
た 。 そ の 結 果 、F(Mn++)細胞 で は 、cAMP前 駆 体 が 十 分 に取 り込 まれ て
い る の に 、cAMPは 殆 生 産 さ れ て い な か っ た(Table4)。 こ れ は デ ノ
ボ 合 成 生 産 に於 い て も 同 様 で あ っ た 。
以 上 の 結 果 か ら、 煙n++量過 剰 に よ るcAMP生 産 阻 害 は 、膜 の 透 過 性 変
化 に よ る 、cAMPの 細 胞 外 分 秘 阻 害 だ け で は 説 明 出 来 な い こ とが 分 か っ
た 。 こ の 現 象 は変 異 株no.26-20-86でも 全 く同 様 で あ っ た 。 ま た 、 界 面
活 性 剤 お よ び 抗 生 物 質 な ど で 、 選n榊 量 過 剰 に よ るcAMP生 産 阻 害 か
ら、 そ の 生 産 性 を 回 復 させ よ う と試 み た 。 回復 さ せ 得 た も の は 、 マ イ トマ
イ シ ンC,ヒ ドロ キ シ ウ レ ァ 等 の 囲A合 成 阻 害 抗 生 物 質 だ け で あ っ た 。
こ の 事 実 はF細 胞 で は 、DNA合 成 が 阻 害 され て い る 事 実 と一 致 して い た
(Fig.7),
第2節cAMP生 合 成 系 調 節 機 作
1)酵 素 生 成 に対 す る ヒポ キ サ ン チ ン の 影 響
ヒ ポ キ サ ン チ ン添 加 培 地 でno.205を 培 養 す る と 、 ヒ ポ キ サ ン チ ンホ
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ス ホ リボ シル トラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
(HPRTase)活性 は 約3倍,ア デ ニ ロ
コ ハ ク酸 シ ン タ ー ゼ 活 性 は・約10倍 、
アデ ニ ロ コ ハ ク酸 リア 、一 ゼ 活 性 は 約
2倍 に な り、cAMP生 産 に 好 都 合
に な っ て い た 。
2)酵 素 活'性に 対 す る 各 種 ヌ ク レオ
チ ド類 の 影 響
No.205株,no.26-20-86株の
cAMP生 産 条 件 下 で のcAMP生
合 成 の 各 酵 素 の 活 性 に 対 す る影 響 を
検 討 した 。
① 両 菌 株 共 にHPRTase活性 は
ATPによ っ て 阻 害 さ れ た 。
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貧継 瓢 編 課灘購灘i鐵念
って 強 く 阻 害 さ れ た が 、
no.26-20-86にお い て は 、 反 っ て 活 性 が 促 進 さ れ る よ う に った 。
③no.205に
お い て はATP,
ADP,A凱P,
cAMPは ア
デ ニ ロ コ ハ ク
酸 リ ァ ー ゼ 活
性 を 強 く 阻 害
した 。 し か し 、
no.26-20-86
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る)。以上 の結果を
Fig・8にまとめて示 職 錦 鴇触.搬e舗n翻1認li塗 蟹1。署ngthe
し た 。andOo'γ ηθbao'θ加 π7ammoρ伯9θηθ5ATCC6872
上 記 の 事 柄 は 変 異(n。cAMP-P「oducingst「ain)
株(no.26-20-86)に1【cmss面nα
26齢20●866872no.205
お い て 、cAMP生
産の増加に大いに寄1)竪1響宏魯讐1野 乳00α14
与 して い る と推定 さ △pH1・200'74
れた.「 盤1:lll:;1
第3節 エ ネ ル2)T`皆 講 ac陶 。42α42
ギ ー 生 成 系 の 活 性3)Glyc。1ysis
cAM・P生産菌の 鷺濫齪㎞c滴n鰯lll811
Glycerol-3-phoshphatedehydrogenase18.970.11親株no.205及び変 0273-Phosphoglyceratekinase8.43
異株 ・・.26-20-86、)。躍 麟rell;811
と、 イ ノ シ ン酸 生 産
菌 で あ る σorynebactθr加皿a皿皿oηfagenesATCC6872にっ いて 、 プ ロ トン
駆 動 力 、TCAサ イ クル の オ ー バ ー オ ー ル 活 性 、解 糖 系 、 ア デ ニ ル 酸 キ ナ ー
ゼ 等 の 活 性 を 比 較 した 。 そ の 結 果 をTable5に ま とめ て 示 した 。
cAMP生 産 菌 の 親 株 及 び そ の 変 異 株 に お いて は 、ATP生 成 に重 要 な
F。,F、一ATPase1の活 性 が 、IHP生 産 菌 に 比 較 して 格 段 に 高 い こ とが 分 か っ
た 。 そ の 他 に 、TCAサ イ ク ル オ ー バ ー オ ール 活 性 、 ボ ス ホ フラ ク トキ ナ ー
ゼ 、 グ リセ ロ ール ー3一りん 酸 デ ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 、3一ボ ス ホ グ リセ リ ン酸 キ
ナ ー ゼ の 各 活 性 もcAMP生 産 菌 の 方 が 高 か っ た 。
cAMP生 産 菌 の 親 株no.205と 変 異 株no.26-20-86の比 較 で は 、
no.26-20-86にお い てFo,F、一ATPase、グ リセ ロ ー ル ー3一りん酸 デ ヒ ドロ ゲ
ナ ー ゼ 、 グ リセ ロ ー ル ー3一りん酸 キ ナ ー ゼ の 活 性 、 お よ びTCAサ イ ク ル オ
ーバ ー オ ー ル 活 性 が6な い し9倍 も 高 くな っ て い た 。
No.205とno.26-20-86のF細胞 内ATP濃 度 は4～7剛 で あ り、 普
通 の 細 菌(1～3mH)に く らべ て 、 高 い こ とが 示 さ れ た 。 しか し、no.205
とno.26-20-86では あ ま り そ の 差 が な か った 。 エ ネ ル ギ ー 生成 活 性 に お
け る 活 性 差 は 、生 成 した 過 剰 のATPが 直 ち にcAMPに 変 換 され 、
cAMP生 産 量 の 差 とな っ て 表 れ て い る と考 え られ た 。 こ こに 、 後 記 す る
様 に 、ACase反 応 に お け る 高 濃 度ATPに よ る 活 性 化 促 進 機 作 が 重 要 な 働
き を してhる も の と考 え られ た 。 ・
第4節cAMPホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ(CPDase)につ て
No.205株めF細 胞 、F(Hn榊)細胞 、S細 胞 につ い て 、Fig.・9のよ う
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1)細胞 内分布。
F職cほon
No.205株のF
細 胞 をFig.9のH
方法で分画 し,髭
ACase活性 の 細s2
胞 内 分 布 を調 べ
た 。 全 活 性 、 比
活性 は 共 に 、 膜
瀞ll譲1;灘i識撫 蹄一一
は可 解S2に 活 性 が 強 力・っ た.S細 胞 、。誌gen、珊
では両細胞の中間的活控を示 した』穎粒 ヤ
部に灘 が存在するということは・細胞 製min
質 部 のcAMPに 作 用 しに く い状 態 に なplS1
謡二欝鞭総覇繍雛 　」蝋
no.205の約1/7に な っ て い た 。 こ れ らP2S2
の 特 徴 は 変 異 株 に お け るcAMP生 産 増Fi移g.Fracd。naロ。n。fbr。kencells
大 の 一 因 に な っ て い る と 考 え ら た 。
cAMP生 産 菌 のCPDaseを 単 一 に 精 製 し 、 分 子 量3万 の 蛋 白 質 で あ
る こ と を 示 し た ・Table6Subcellulardi面budonofACaseacロvityindif驚rent
第5節ACase反 応ceHularfbmsof〃fごro∂αc厩μ加sp.nα205(ATCC21376)
FccUsScellsF(Mn噂 ←りccUs
SpecifictlTotal2)SpecifcTotalSpecificTotal
612100623
1246103.191115
2202.62233
23114.43249
100619
102.861087
1.23236
13.31243
ioo
161.74
1.09
10.25
1)Specificactivity(pmoleofcAMPfocmed/min/mgprotein)
2)Totalactivity(%oftheactivityofHfraction)
H,Pl,S2,andP2aredemonstratedinFig.9.H,P1,P2,andS2fractions
corszspondtobrokenallhomogenate,celldebris(cellwallandcellmembrane),
parricle,andsolublefiactions,respecdvely.
(P1)画分 に 大 部 分 が 認 め ら れ た こ とか ら、ATP→cAMP反 応 に 関 す る
酵 素 は 細 胞 膜 に結 合 して い る と推 定 さ れ た(Table6)。
2)膜(P1)画 分 に お け るACase反 応 活 性 に 対 す るATP濃 度 の 影 響 。
Ho.205株のS細 胞 、F細 胞 、F(Hn斡)細 胞 に つ い て 、 膜 画 分 の
ACase活性 に 対 す るATP濃 度 の 影 響 を 検 討 した 。Fig.10に示 す よ う に 、
S細 胞 、F(Mn++)細胞 につ い て は 、 高 濃 度ATPに よ っ て 、 活 性 促 進 が 受
けな か っ た が 、F細 胞 で は 、 高 濃 度ATPに よ っ て 活 性 促 進 を 受 け た 。
前 記 した よ う に 、cAMP生 産 菌 は エ ネ ル ギ ー 生 成 能 力 の優 れ た 菌 株 で
あ る た め にATP生 産 能 が 高 い 。 よ っ て 、F細 胞 に お け る 高 濃 度ATPに よ
るACase反 応 の 活 性 化 機 作 とエ ネ ル ギ ー 生 成 の 高 能 力 がF細 胞 で の
cAMP生 産 を成 立 せ し め る 大 き な 要 因 と考 え ら れ た 。
ま た 、 変 異 株no.26-20-86の、F細 胞 に お け るP1(膜)画 分 の
ACaseに対 す るATPの 活 性 促 進 作 用 も 検 討 した 。 そ の 結 果 、 活 性 化 をす
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るATPは 、 親 株 に お い て は 、2耐 で あ っ た が 、 変 異 株 で は1剛 で あ っ
た 。No.205とno。26-20-86の両 菌 株 に お け るF細 胞 の 細 胞 内ATP濃 度
に、 あ ま り差 が な か っ た こ と を 前 記 した が 、 そ の理 由 は こ の よ うな 事 が 関
係 して い る も の と考 え られ た 。
3)可 溶 化 画 分 に お け るACase反 応 に 対 す る 高 濃 度ATPの 影 響
P1(膜)画 分 をTris-H2SO4緩衝 液 で 何 回 か 洗 浪 す る こ と に よ り、 活 性
画 分 を遊 離 さ せ る こ と が 出 来 た 。 こ の こ と か らACaseは 膜 に 弱 く結 合 し
て い る も の と思 わ れ た 。 そ こ で 、ACase活性 画 分 を可 溶 化 、 分 画 す る 目的
で ≦no.205株のS,F,F(Mn++)の 各 細 胞 を フ レ ンチ プ レ ス で 破 壊 した
後 、 凍 結 融 解 を繰 り返 し、 遠 心 分 離(15,000g,30分)によ り上 清 を 得
た 。 上 清 を更 に硫 安 分 画 し、 ヒ ドロ キ シ ア パ タ イ トク ロ マ トグ ラ フ イ ー に
か け る事 に よ り、 二 つ のACase活 性 画 分(F-1,F-2)を得 た 。F-2画 分
の活 性 は 全 活 性 の 約70%を 占 め た 。
F-2画分 のACase活 性 に対 す るATP濃 度 の 影 響 を 検 討 した 。S細 胞 の
P1(膜)画 分 で は 、 高 濃 度ATPに よ っ てACase反 応 は 活 性 化 さ れ な か っ
た(Fig.10)のに 、 こ の 画 分 で は 、 活 性 化 を 受 け る よ う に な った 。 しか
し、F(Mn++)細胞 で は 活 性 化 を 受 け な か っ た 。F細 胞 の も の は 、 勿 諭P1
(膜)画 分 同 様 活 性 促 進 を 受 け た 。
高 濃 度ATPのACase反 応 に対 す る 活 性 化 作 用 に お け る 各 細 胞 間 の 、 こ
の よ う な 差 は 、 各 細 胞 のACase構 造 体(分 子 複 合 体)の 差 に よ る も の と
考 え ら れ た 。ACase構造 体 の 差 は 、Hn++に よ っ て コ ン トロ ー ル され る
DNA合成 お よ び 膜 構 造 と密 接 な 関 係 を も っ て い る も の と 思 わ れ た 。
第6章 結 諭
本 研 究 で は土 壌 よ り分 離 され た3株 のcAMP生 産 菌 の 申 か らそ の 生
産 性 の優 れ た 班crobaterjuπsp.no.205(ATCC21376)株を選 び 、 そ の
生 産 の 諸 条 件 を検 討 した 。 次 に 、no.205株に対 して ニ トロ ソ グ アニ ジ ン
処 理 に よ る 遺 伝 的 変 異 を繰 り返 し導 入 す る こ と に よ り 、cAMP高 生 産 変
異 株no.26-20-86を得 る 事 が で き 、cAMPの 発 酵 法 に よ る 大 量 生 産 を
可 能 に し た 。
更 に 、no.26-20-86株に お け るcAMP高 生 産 機 作 を解 析 した 結 果 、 以
下 の 複 数 の 要 因 が 関 与 す る こ とが 明 ら か に な っ た 。
1)エ ネ ル ギ ー 生 成 活 性 が 高 い
2)ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ(ACase)反応 活 性 が 親 株 、 変 異 株 共 に 高 濃 度
ATPに よ り促 進 さ れ る が 、 変 異 株 に お け る そ の 活 性 促 進 作 用 を示 す
ATPは親 株 よ り低 濃 度 で あ る 。
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3.)cAM.Pホス・ホ 「ジエ ス テ.ラ弓 ゼ(CPDase)1..活.性が 低 い
4).c`AMP,.ATP,..IADP,AHP..によ り7デ.ニロ ゴ バ ク酸 シ ン タ.一ゼ 活 性 が
促 進 され る
5)AHPに よ る ア デ ニ ロPバ ク酸 シ ン タ ー ゼ 活 性 阻 害 が 解 除 さ れ て い る
6)ア.デニ ロ コ バ ク酸 シ ン タ.」ゼ 活 性 が 増 強 さ れ て.いる(酵 素 合 成 量 の増
加)
7).cAMP,.ATP,.ADPによ る ア デ ニ ロ.コハ ク.酸リ ァ ー ゼ 活 性 阻 害 が 解
除 さ:れて いる
8)生.産物 で あ るc.AMP..によ っ て 生 産 菌 の 生 育 が 阻 害 さ れ な い
9)1dAMP生 産 は 高濃 度 グル コ ー ス に よ って 阻 害 さ れ な い
10)』グ ル コ.一ス に.よるcAMP細 胞 外.分泌 阻 害 が 少 な.くな って い・る.
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審 査 結 果 の 要 旨
細胞内セカン ドメヅセンジャーとしてプロテインキナーゼAを活性化することにより多様な生
理作用を発揮するサイクリヅクAMP(cAMP)は基礎研究への利用のみならず血管拡張作用奪に
着 目した医薬品としても有用な化合物であるが,こ れを安価に且つ大量に生産できる醸酵法は確
立されていなかった。
本研究で著者は土壌試料中から5'一ヌクレオチ ドを生産する菌株を250株分離 し,その中から
比較的高濃度のcAMPを生産,分 泌する3菌株を見出し,同定 した。この うち最も生産能の勝れ
たMicrobacteriumsp,no.205(ATCC21376)を用いて生産培地の条件や培地に添加する前駆物質
を検討 した。その結果,本菌株は5'一IMPを5'一ヌクレオチダーゼでイノシソに分解する活性
が強 く,培地中に5LIMP,イ ノシン,ヒポキサンチンのいずれかを添加することにより,ヌク
レオシ ドまたは塩基を細胞内にとり込み,サ ルベージ合成経路によりAMP,ATPを経て著量の
cAMPを生産,分 泌することが分かった。その他の培地条件としてはMn2+イオソの影響が最 も
顕著で,cAMPの高生産は約0.01μMMn2+を要求 したが,0.1μM以上の濃度では生産カミ阻害さ
れた。cAMPの高生産には菌のDNA合成が抑制されることと細胞壁の構造変化が重要な因子 と
なることを認めたが,Mn2+濃度はこれらに影響するものと考えられた。
次に同菌株にニ トロソグアニジン処理により遺伝的変異を導入 したのち,選 抜す ることを繰
り返 し,高濃度の5'一IMP,cAMP,グルコース存在下で もcAMP生産が阻害 されない変異株
(no.26-20-86)を育成 し,元株と比べて約10倍(100μmole/ml以上)のcAMP生産を可能と
した。次に,no.26-20-86株のcAMP高生産性の機作を酵素 レベルで調べ,酸 化的 りん酸化活
性が高いこと,アデニルシクラーゼ活性力塙 濃度ATPで促進されること,cAMPボスポジエス
テラーぜ活性が低いこと,アデニロコハク酸シンターゼ活性が高 く,AMPによる阻害が解除 さ
れていること,cAMP;ATP,ADPによるアデニロコハク酸 リアーゼ活性の阻害が解除されてい
ることなどの特徴を明らかにした。
さらに,醸酵培地中からアルカリ性および酸性下でのエタノール水溶液処理によりcAMPのみ
を結晶として分離する手法を確立 した。
このように して,本研究の結果,著者はcAMPの醸酵法による大量生産法を確立 して実用化に
至 らしめた うえ,そ の生産機作を解明した。よって審査員一同,著 者は博士(農 学)の 学位を得
るに十分の資格を有するものと判定 した。
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